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(54) Nukleoside und Oligonukleotide mit 2'-Ethergruppen. 

(57) Es werden Verbindungen der Formel 




beschrieben, worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander fur Wasserstoff Oder eine Schutzgruppe stehen 
oder diese Bedeutungen hat und R 2 fur einen eine phosphorhaltige Nukleotid-Bruckengruppe 
bildenden Rest steht ; B einen Purin- oder Pyrimidinrest oder ein Analoges davon bedeutet ; und R 3 fur 
OH, F oder (CF2) n CF 3 steht, worin n eine Zahl von 0 bis 7 bedeutet, und Oligonukleotide, die diese 
Nukleoside enthalten. 
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Die Erf indung betrifft Ribo-Nukleosidanaloge, deren 2'-OH Gruppe mit Hydroxyethyl- Oder Fluoralkylgrup- 
pen verethert ist, ein Verfahren zu deren Herstellung, Oligonukleotide mitdiesen Nukleosiden und die Verwen- 
dung der Nukleoside zur Herstellung von Oligonukleotiden mit gleichen oder verschiedenen 
Nukleosideinheiten im Molekul. 

5 Nukleoside und Oligonukleotide haben als antivirale Wirkstoffe bzw. wegen ihrer Fahigkeit zur Wechsel- 

wirkung mit Nukleinsauren ("Antisense"-Oligonukleotide) und der damit verbundenen biologischen Aktivitat 
breites Interesse gefunden, siehe zum Beispiel Uhlmann, E., Peyman, A., Chemical Reviews 90:543-584 
(1990). Zur Bereitstellung von Nukleosiden mit neuen Eigenschaften oder zur Verbesserung der Wechselwir- 
kung von Antisense-Oligonukleotiden mit naturlichen Nukleinsauren sowie ihrer Stabilitat gegeniiber Nuklea- 

10 sen sind die Zuckerreste von Nukleosiden (bzw. der Nukleotideinheiten in Oligonukleotiden), oder die 
intemukleotidische Phosphatbindung in Oligonukleotiden in unterschiedlichster Weise modifiziertworden, sie- 
he zum Beispiel Marquez, V.E., Lim, M.I., Medicinal Research Reviews 6:1-40 (1986), Helene, C, Toulme, J.J., 
Biochimica et Biophysica Acta 1049:99-125 (1990), Englisch, U., Gauss, D.H., Angewandte Chemie 103:629- 
646 (1991), Matteucci, M.D., Bischofberger, N., Annual Reports in Medicinal Chemistry 26:87-296 (1991). In 

15 Cook, P.D., Anti-Cancer Drug Design 6:585-607 (1991) und WO 91/06556 werden Nukleoside beschrieben, 
die an der 2'-OH-Gruppe des Zuckers modifiziert sind. Die beschriebenen Modifikationen fuhren zu erhohter 
Nukleaseresistenz; je langerder Alkylrest wird, umso hoherwird die Nukleaseresistenz. Dabei wird mit kleinen 
Alkylresten wie Methyl, Ethyl oder Propyl eine schwache Erhohung der Bindungsaff initat beobachtet, bei lan- 
geren Ketten sinktdie Bindungsaff initat aber drastisch ab. Nukleoside mit Hydroxyethyl- oder Fluoralkylgrup- 

20 pen als Seitenketten an der 2'-OH Gruppe wurden bis anhin nie in Oligonukleotide eingebaut. Oberraschen- 
derweise erhohen die erfindungsgemassen Modifikationen die Bindungsaff initat zur komplementaren RNA 
gegenuber gleich langen unsubstituierten Alkylketten. Dieses Ergebnis war aufgrund der publizierten Daten 
nicht zu erwarten. In Analog ie zu den 2'-OH-modifizierten Oligoribonukleotiden zeichnen sich die erfindungs- 
gemassen Verbindungen ebenfalls durch eine markante Nukleaseresistenz aus. Zusatzlich weisen 

25 Oligonukleotide, welche die erfindungsgemassen Nukleoside enthalten, eine erhohte zellulare Aufnahme auf 
und verfugen demzufolge uber eine verbesserte Bio-Verf ugbarkeit und Aktivitat in vivo. 
Ein Gegenstand der Erf indung sind Verbindungen der Formel I 



30 



35 



R 1 OH 2 C^ 

(I) 



\ 

R 2° *0-CH 2 -CH 2 -R 3 



worin R^ und R 2 unabhangig voneinander fur Wasserstoff oder eine Schutzgruppe stehen oder R^ diese Be- 
deutungen hat und R 2 fureinen eine phosphorhaltige N u kleot id- Bru eke n gruppe bildenden Reststeht; B einen 
Purin- oder Pyrimidinrest oder ein Analoges davon bedeutet; und R 3 fur OH, F oder (CF 2 ) n CF 3 steht, worin n 
eine Zahl von 0 bis 7 bedeutet. 
40 Wenn R 3 OH bedeutet, kann diese Hydroxygruppe mit einer Gruppe wie fur R^ und R 2 def iniert geschutzt 

sein. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform steht n fur die Zahl 0. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform stellen R<\ und R 2 Wasserstoff dar. 

Schutzgruppen und Verfahren zur Derivatisierung der Hydroxylgruppen mit solchen Schutzgruppen sind 
45 in der Zucker- und Nukleotidchemie allgemein bekannt und zum Beispiel von Greene, B.T., Protective Groups 
in Organic Synthesis, Wiley Interscience, New York (1991), von Sonveaux, E., Bioorganic Chemistry 14:274- 
325 (1986) oder von Beaucage, S.L., Iyer, R., Tetrahedron 48:2223-2311 (1992) beschrieben. Beispielefursol- 
che Schutzgruppen sind: Benzyl, Methylbenzyl, Dimethyl benzyl, Met hoxy benzyl, Di met hoxy benzyl, Bromben- 
zyl, 2,4-Dichlorbenzyl; Diphenylmethyl, Di(methylphenyl)methyl, Di(dimethylphenyl)methyl, Di(methoxyphe- 
50 nyl)methyl, Di(dimethoxyphenyl)methyl, Triphenylmethyl, Tris-4,4',4"-tert.butylphenylmethyl, Di-p-anisylphen- 
ylmethyl, Tri(methylphenyl)methyl, Tri(dimethylphenyl)methyl, Methoxyphenyl(diphenyl)methyl, Di(methox- 
yphenyl)phenylmethyl, Tri(methoxyphenyl)methyl, Tri(dimethoxyphenyl)methyl; Triphenylsilyl, Alkyldiphenylsilyl, 
Dialkylphenylsilyl und Trialkylsilyl mit 1 bis 20, bevorzugt 1 bis 12 und besonders bevorzugt 1 bis 8 C-Atomen 
in den Alkylgruppen, zum Beispiel Trimethylsilyl, Triethylsilyl, Tri-n-propylsilyl, i-Propyl-dimethylsilyl, t-Butyl- 
55 dimethylsilyl, t-Butyl-diphenylsilyl, n-Octyl-dimethylsilyl, (1,1,2,2-Tetramethylethyl)-dimethylsilyl; -(C r C 8 -AI- 
kyl^Si-O-SitCi-Cg-AlkylJ^, worin Alkyl zum Beispiel Methyl, Ethyl n- und i-Propyl, n-, i- oder t-Butyl bedeutet; 
C 2 -C 12 -, besonders C 2 -C 8 -Acyl, wie zum Beispiel Acetyl, Propanoyl, Butanoyl, Pentanoyl, Hexanoyl, Benzoyl, 
Methylbenzoyl, Methoxy benzoyl, Chlorbenzoyl und Brombenzoyl; R^-SO^, worin R^ CrC^-Alkyl, besonders 
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C r C 6 -Alkyl, C 5 - Oder C 6 -Cycloalkyl, Phenyl, Benzyl, C 1 -C 12 - und besonders C r C 4 -Alkyl phenyl, Oder C r C 12 - 
und besonders C r C 4 -Alkyl benzyl, Oder Halogenphenyl Oder Halogen benzyl bedeutet, zum Beispiel Methyl-, 
Ethyl-, Propyl-, Butyl-, Phenyl-, Benzyl-, p-Brom-, p-Methoxy- und p- Methyl phenylsulfonyl; unsubstituiertes 
odermitF, CI, Br, C r C 4 -Alkoxy, Tri-(C 1 -C 4 -Alkyl)silyl oder C^C^AIkylsulfonyl substituiertes C,-C 12 -, bevorzugt 
C r C 8 -Alkoxycarbonyl, zum Beispiel Methoxy-, Ethoxy-, n-oder i-Propoxy- oder n-, i- oder t-Butoxycarbonyl, 
2-Trimethylsilylethoxycarbonyl, 2-Methylsulfonylethoxycarbonyl, Allyloxycarbonyl oder unsubstituiertes oder 
wie fur Alkoxycarbonyl substituiertes Phenyloxycarbonyl oder Benzyloxycarbonyl, zum Beispiel Methyl- oder 
Methoxy- oder Chlorphenyloxycarbonyl oder -benzyloxycarbonyl, sowie 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl. So- 
fern und/oder R 2 Alkyl bedeuten, kann es mit F, CI, Br, C r C 4 -Alkoxy, Phenyloxy, Chlorphenyloxy, 
Methoxyphenyloxy, Benzyloxy, Methoxybenzyloxy oder Chlorphenyloxy substituiertsein. Bei und R 2 in For- 
mel I kann es sich urn gleiche oder verschiedene Schutzgruppen handeln. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform stellen R, und R 2 als Schutzgruppen Benzyl, Methyl- 
benzyl, Dimethylbenzyl, Methoxybenzyl, Dimethoxybenzyl, halogeniertes Benzyl, insbesondere Brombenzyl; 
Diphenylmethyl, Di(methylphenyl)methyl, Di(dimethylphenyl)methyl, Di(methoxyphenyl)methyl, Di(methox- 
yphenyl)(phenyl)methyl, Triphenylmethyl, Tris-4,4',4"-tert.butylphenylmethyl, Di-p-anisylphenylmethyl, 
Tri(methylphenyl)methyl, Tri(dimethylphenyl)methyl, Tri(methoxyphenyl)methyl, Tri(dimethoxyphenyl)methyl; 
Trimethylsilyl, Triethylsilyl, Tri-n-propylsilyl, i-Propyl-dimethylsilyl, t-Butyl-dimethylsilyl, t-Butyl-diphenylsilyl, 
n-Octyl-dimethylsilyl, (1 ,1 ,2 f 2-Tetramethylethyl)-dimethylsilyl, -(CH 3 ) 2 Si-0-Si(CH 3 ) 2 -, -(i-C 3 H 7 ) 2 Si-0-Si(i- 
C 3 H 7 ) 2 -; Acetyl, Propanoyl, Butanoyl, Pentanoyl, Hexanoyl, Benzoyl, Methyl benzoyl, Methoxy benzoyl, Chlor- 
benzoyl und Brombenzoyl; Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Butyl-, Phenyl-, Benzyl-, p-Brom-, p-Methoxy- und p-Me- 
thylphenylsulfonyl; Methoxy-, Ethoxy-, n- oder i-Propoxy- oder n-, i- oder t-Butoxycarbonyl, oder Phenyloxy- 
carbonyl, Benzyloxycarbonyl, Methyl- oder Methoxy- oder Chlorphenyloxycarbonyl oder -benzyloxycarbonyl 
oder 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl dar. 

R 2 kann als phosphorhaltiger eine Nukleotid-Bruckengruppe bildender Rest der Formel P1 oder P2 




entsprechen, worin Y a Wasserstoff, C-i-C^-Alkyl, C 6 -C 12 -Aryl, C 7 -C 20 -Aralkyl, C 7 -C 20 -Alkaryl, -OR b , -SR b , 
-NH 2 , Primaramino, Sekundaramino, 0 8 M® oder S e M® darstellt; X a Sauerstoff oder Schwefel bedeutet; R a 
Wasserstoff, M®, C r C 12 -Alkyl, C 2 -C 12 -Alkenyl, C 6 -C 12 -Aryl, oder die Gruppe R a O- fur N-Heteroaryl-N-yl mit 5 
Ringgliedern und 1 bis 3 N-Atomen steht; R b Wasserstoff, C r C 12 -Alkyl oder C 6 -C 12 -Aryl bedeutet; und M e fur 
Na e , K e , Li e , NH 4 ® steht oder Primar-, Sekundar-,Tertiar-oderQuartenarammoni urn darstellt; wobei Alkyl, Aryl, 
Aralkyl und Alkaryl in Y a , R a und R b unsubstituiert oder mit Alkoxy, Alkylthio, Halogen, -CN, -N0 2 , Phenyl, Ni- 
trophenyl, oder Halogenphenyl substituiert ist. 

Y a enthalt als Primaramino bevorzugt 1 bis 12 und besonders bevorzugt 1 bis 6 C-Atome, und als 
Sekundaramino bevorzugt 2 bis 12 und besonders bevorzugt 2 bis 6 C-Atome. 

Bei dem Primaramino und Sekundaramino kann es sich zum Beispiel urn Reste der Formel R c RdN handeln, 
worin Rc fur H steht oder unabhangig die Bedeutung von Rd hat, und Rj C^-C 2 q-, bevorzugt C r C 12 - und be- 
sonders bevorzugt C r C 6 -Alkyl, C 1 -C 20 -, bevorzugt C r C 12 - und besonders bevorzugt C r C 6 - Aminoalkyl, C r 
C 20 -, bevorzugt C r C 12 - und besonders bevorzugt C r C 6 - Hydroxyalkyl; Carboxyalkyl oderCarbalkoxyalkyl, wo- 
bei die Carbalkoxygruppe 2 bis 8 C-Atome enthalt und die Alkylgruppe 1 bis 6, bevorzugt 1 bis 4 C-Atome; 
C 2 -C 20 -, bevorzugt C 2 -C 12 - und besonders bevorzugt C 2 -C 6 -Alkenyl; Phenyl, Mono- oder Di-(C r C 4 -Alkyl- oder 
-Alkoxy)phenyl, Benzyl, Mono- oder Di-^-C^AIkyl- oder -Alkoxy) benzyl; oder 1,2-, 1,3- oder 1,4-lmidazolyl- 
C r C 6 -Alkyl darstellt, oder R c und R d zusammen Tetra- oder Pentamethylen, 3-Oxa-1,5-pentylen, -CH 2 -NRe- 
CH 2 CH 2 - oder -CH 2 CH 2 -NR 19 -CH 2 CH 2 - darstellen, worin Re fur H oder 0,-C^AIkyl steht. Die Aminogruppe im 
Aminoalkyl kann mitein oderzwei C r C 4 -Alkyl oder-Hydroxyalkylgruppen substituiertsein. Die Hydroxylgrup- 
pe im Hydroxyalkyl kann mit C r C 4 -Alkyl verethert sein. 

Unter Primar-, Sekundar-, Tertiar- und Quartarammonium ist fur Y a im Zusammenhang mit der Definition 
von M e ein Ion der Formel RfRgRhRjN® zu verstehen, bei dem R f C r C 20 -, bevorzugt C r C 12 - und besonders 
bevorzugt C^Ce-Alkyl, -Aminoalkyl, -Hydroxyalkyl; Carboxyalkyl oder Carbalkoxyalkyl, wobei die 
Carbalkoxygruppe 2 bis 8 C-Atome enthalt und die Alkylgruppe 1 bis 6, bevorzugt 1 bis 4 C-Atome; C 2 -C 20 -, 
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bevorzugt C 2 -C 12 - und besonders bevorzugt C 2 -C 6 -Alkenyl; Phenyl, Mono- Oder Di-(C 1 -C 4 -Alkyl- Oder -Al- 
koxy)phenyl, Benzyl, Mono- Oder Di-(C 1 -C 4 -Alkyl- Oder -Alkoxy)benzyl; Oder 1,2-, 1,3- oder 1,4-lmidazolyl-CV 
C 6 -Alkyl darstellt, und R g , R h und Rj unabhangig voneinander Wasserstoff sind oder die Bedeutung von R f ha- 
ben, Oder R f und Rg zusammen Tetra- Oder Pentamethylen, 3-Oxa-1,5-pentylen, -CH 2 -NRe-CH 2 CH 2 - oder - 
CH 2 CH2-NR e -CH 2 CH2- darstellen, worin Re fur H oder C r C 4 -Alkyl steht, und Rh und Rj unabhangig voneinan- 
der die Bedeutung von R f haben. Die Aminogruppe im Aminoalkyl kann mit ein oder zwei C-pC^AIkyl oder - 
Hydroxyalkylgruppen substituiert sein. Die Hydroxylgruppe im Hydroxyalkyl kann mit C : -C 4 - Alky I verethert 
sein. 

Beispiele fur Carboxyalkyl sind Carboxy methyl, Carboxyethyl, Carboxypropyl und Carboxybutyl, und Bei- 
spiele fur Carbalkoxyalkyl sind diese mit Methyl oder Ethyl veresterten Carboxyalkylgruppen. Beispiele fur Al- 
kenyl sind Allyl, But-1-en-3-yl oder-4-yl, Pent-3- oder4-en-1-yl oder-2-yl, Hex- 3- oder 4- oder-5-en-1-yl oder 
-2-yl. Beispiele fur Alkyl- und Alkoxyphenyl beziehungsweise -benzyl sind Methylphenyl, Dimethylphenyl, Et- 
hylphenyl, Diethylphenyl, Methylbenzyl, Dimethyl benzyl, Ethylbenzyl, Diethyl benzyl, Methoxy phenyl, 
Dimethoxyphenyl, Ethoxyphenyl, Diethoxyphenyl, Methoxy benzyl, Dimethoxybenzyl, Ethoxybenzyl, 
Diethoxybenzyl. Beispiele fur Imidazolylalkyl, in dem die Alkylgruppe bevorzugt 2 bis 4 C-Atome enthalt, sind 
1,2-, 1,3- oder 1,4-lmidazolylethyl oder -n-propyl oder -n-butyl. R 19 stellt bevorzugt H, Methyl oder Ethyl dar. 

Bevorzugte Beispiele fur Primaramino und Sekundaramino sind Methyl-, Ethyl-, Dimethyl-, Diethyl-, Di-i- 
Propyl, Mono- oder Di-(1-hydroxy-eth-2-yl)-, Phenyl- und Benzylamino, Acetylamino und Benzoylaminosowie 
Piperidinyl, Piperazinyl und Morpholinyl. 

Bevorzugte Beispiele fur Primar- und Sekundarammonium sind Methyl-, Ethyl-, Dimethyl-, Diethyl-, Di-i- 
Propyl-, Mono- oder Di-(1-hydroxy-eth-2-yl)-, Phenyl- und Benzylammonium. 

Beispiele fur Y a> Ra und R b als Alkyl sind Methyl, Ethyl und die Isomeren von Propyl, Butyl, Pentyl, Hexyl, 
Heptyl und Octyl; Beispiele fur Y a , R a und R b als Aryl sind Phenyl und Naphthyl; Beispiele fur R a als Alkenyl 
sind Allyl und (C 1 -C 4 -Alkyl)CH=CH-CH 2 -; Beispiele furY a als Aralkyl sind Phenyl-C n H 2n - mit n gleich einerZahl 
von 1 bis 6, besonders Benzyl; Beispiele fur Y a als Alkaryl sind Mono-, Di- und TrifCi-C^alkyl) phenyl. Bevor- 
zugte Substituenten sind Chlor, Brom, Methoxy, -N0 2 , -CN, 2,4-Dichlorphenyl und 4-Nitrophenyl. Beispiele fur 
R b sind 2,2,2-Trichlorethyl,4-Chlorphenyl, 2-Chlorphenyl und 2,4-Dichlorphenyl; und Beispiele fur RbO- als N- 
Heteroaryl sind Pyrrol-N-yl, Triazol-N-yl und Benztriazol-N-yl. 

In einerbesonders bevorzugte n Ausfuhrungsform bedeutetR a p-Cyanoethyl und stellt Y a Di(i-propylamino) 

dar. 

Wenn B einen Purinrest oder ein Analoges davon darstellt, so kann es sich urn einen Rest der Formel II, 
lla, Mb, lie, lid, Me oder Mf handeln, 




(na), 



(He), 
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(He), 



20 worin R b1 fur H, CI, Br, OH oder-0-C r C 12 -Alkyl steht, und R b2 , R b 3 und R b5 unabhangig voneinander H, OH, 
SH, NH 2 , NHNH 2 , NHOH, NHO-C r C 12 -Alkyl, -N=CH-N(C r C 12 -Alkyl) 2 , -N=CH-Azacycloalkyl, F, CI, Br, C r C 12 - 
Alkyl, Hydroxy-CrCi^alkyl, Amino-Ci-Ci^alkyl, C r C 12 - Alkoxy, Benzyloxy, C r C 12 -Alkylthio, wobeidie Hydro- 
xyl- und Aminogruppen unsubstituiert oder mit einer Schutzgruppe substituiert sind, Phenyl, Benzyl, 
Primaramino mit 1 bis 20 C-Atomen oder Sekundaramino mit 2 bis 30 C-Atomen bedeuten, R b4 Wasserstoff, 

25 CN oder -C=C-R b7 , R b6 und R b7 Wasserstoff oder C r C 4 -Alkyl darstellen. 

Geeignete Schutzgruppen sind zuvor erwahnt worden. Bevorzugte Schutzgruppen sind CrCs-Acylgrup- 
pen, wie zum Beispiel Acetyl, Propionyl, Butyroyl und Benzoyl. steht bevorzugt fur H oder Methyl. 

Das Primaramino enthalt bevorzugt 1 bis 12 und besonders bevorzugt 1 bis 6 C-Atome, und das 
Sekundaramino bevorzugt 2 bis 12 und besonders bevorzugt 2 bis 6 C-Atome. 

30 Einige Beispiele fur Alkyl, Alkoxy, Alkylthio, Hydroxyalkyl und Aminoalkyl, die bevorzugt 1 bis 6 C-Atome 

enthalten, sind Methyl, Ethyl und die Isomeren von Propyl, Butyl, Pentyl, Hexyl, Heptyl, Octyl, Nonyl, Decyl, 
Undecyl und Dodecyl, sowie entsprechende Alkoxy-, Alkylthio-, Hydroxyalkyl- und Aminoalkylreste. Das Alkyl, 
Alkoxy, Alkylthio, Hydroxyalkyl und Aminoalkyl enthalt besonders bevorzugt 1 bis 4 C-Atome. Bevorzugte Alkyl-, 
Alkoxy-, Alkylthio-, Hydroxyalkyl- und Aminoalkylreste sind Methyl, Ethyl, n- und i-Propyl, n-, i- und t-Butyl, 

35 Methoxy, Ethoxy, Methylthio und Ethylthio, Aminomethyl, Aminoethyl, Hydroxymethyl und Hydroxyethyl. 

Bei dem Primaramino und Sekundaramino kann es sich zum Beispiel urn Reste der Formel R a iR a 2N han- 
deln, worin R a1 fur H steht oder unabhangig die Bedeutung von R a2 hat, und R a2 C r C 20 -, bevorzugt C r C 12 - 
und besonders bevorzugt C r C 6 -Alkyl, -Aminoalkyl, -Hydroxyalkyl; Carboxyalkyl oder Carbalkoxyalkyl, wobei 
die Carbalkoxygruppe 2 bis 8 C-Atome enthalt und die Alkylgruppe 1 bis 6, bevorzugt 1 bis 4 C-Atome; C 2 - 

40 C 20 -, bevorzugt C 2 -C 12 - und besonders bevorzugt C 2 -C 6 -Alkenyl; Phenyl, Mono- oder Di-(C 1 -C 4 -Alkyl- oder 
-Alkoxy)phenyl, Benzyl, Mono- oder Di-(C 1 -C 4 -Alkyl- oder -Alkoxy) benzyl; oder 1,2-, 1,3- oder 1,4-lmidazolyl- 
C r C 6 -Alkyl darstellt, oder R a1 und R^zusammen Tetra- oder Pentamethylen, 3-Oxa-1 ,5-pentylen, -CH 2 -NR a3 - 
CH 2 CH 2 - oder -CH 2 CH 2 -NR a3 -CH 2 CH 2 - darstellen, worin R a3 fur H oder C r C 4 -Alkyl steht. Die Aminogruppe 
im Aminoalkyl kann mit ein oder zwei C r C 4 -Alkyl oder-Hydroxyalkylgruppen substituiert sein. Die Hydroxyl- 

45 gruppe im Hydroxyalkyl kann mit ^-C^AIkyl verethert sein. 

Beispiele fur Alkyl sind zuvor angegeben worden. Beispiele fur Aminoalkyl sind Aminomethyl, Aminoethyl, 
1-Aminoprop-2-yl oder-3-yl, 1 -Amino- but-2-yl oder-3-yl oder-4-yl, N-Methyl- oder N,N-Dimethyl- oder N- Et- 
hyl- oder N,N-Diethyl- oder N -2- Hydroxyethyl- oder N,N-Di-2-hydroxyethylaminomethyl oder -aminoethyl oder 
-aminopropyl oder -aminobutyl. Beispiele fur Hydroxyalkyl sind Hydroxymethyl, 1-Hydroxy-eth-2-yl, 1- 

50 Hydroxy-prop-2- oder -3-yl, 1-Hydroxy-but-2-yl, -3-yl oder -4-yl. Beispiele fur Carboxyalkyl sind 
Carboxymethyl, Carboxyethyl, Carboxypropyl und Carboxybutyl, und Beispiele fur Carbalkoxyalkyl sind diese 
mit Methyl oder Ethyl veresterten Carboxyalkylgruppen. Beispiele fur Alkenyl sind Allyl, But-1-en-3-yl oder -4- 
yl, Pent-3-oder4-en-1-yl oder-2-yl, Hex-3- oder -4- oder-5-en-1-yl oder-2-yl. Beispiele fur Alkyl- und Alkoxy- 
phenyl beziehungsweise -benzyl sind Methylphenyl, Dimethylphenyl, Ethylphenyl, Diethylphenyl, Methylben- 

55 zyl, Dimethylbenzyl, Ethylbenzyl, Diethylbenzyl, Methoxyphenyl, Dimethoxyphenyl, Ethoxyphenyl, 
Diethoxyphenyl, Methoxybenzyl, Di methoxy benzyl, Ethoxybenzyl, Diethoxy benzyl. Beispiele fur 
Imidazolylalkyl, in dem die Alkylgruppe bevorzugt 2 bis 4 C-Atome enthalt, sind 1,2-, 1,3- oder 1,4- 
Imidazolylethyl oder-n-propyl oder -n-butyl. R a3 stellt bevorzugt H, Methyl oder Ethyl dar. 
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Bevorzugte Beispiele fur Primaramino und Sekundaramino sind Methyl-, Ethyl-, Dimethyl-, Diethyl-, Allyl-, 
Mono- Oder Di-(1-hydroxy-eth-2-yl)-, Phenyl- und Benzylamino, Acetylamino, Isobutyrylamino und Benzoylamino. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform stellt R b1 Wasserstoff dar. In einer anderen bevorzugten Ausfuh- 
rungsform stellt R b5 Wasserstoff dar. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform bedeuten R b2 und R b3 
unabhangig voneinander H, F, CI, Br, OH, SH, NH 2 , NHOH, NHNH 2 , Methylamino, Dimethylamino, 
Benzoylamino, Isobutyrylamino, Methoxy, Ethoxy und Methylthio. 

Einige Beispiele fur Analoge der Purinreihesind neben Purin Xanthin, Hypoxanthin, Adenin, N-Methylade- 
nin, N-Benzoyladenin, 2-Methylthioadenin, 2-Aminoadenin, 6- Hydroxy purin, 2-Amino-6-chlorpurin, 2-Amino- 
6-methylthiopurin, Guanin, N-lsobutyrylguanin. Besonders bevorzugt sind Adenin, 2-Aminoadenin und Gua- 
nin, sowie deren basengeschutzte Derivate. 

Wenn B in Formel I einen Pyrimidinrest darstellt, so handelt es sich bevorzugt urn einen Uracil-, Thymin- 
oder Cytosinrest der Formel III, Ilia, 1Mb oder lllc 



worin R b6 H oder C r C 4 -Alkyl und R b8 H, OH, SH, NH 2 , NHNH 2 , NHOH, NHO-CrC^-Alkyl, -N=CH-N(C r C 12 - 
Alkyl) 2 , -N=CH-Azacycloalkyl, F, CI, Br, C r C 12 -Alkyl, Hydroxy-C r C 12 -alkyl, Amino-C r C 12 -alkyl, C r C 12 -Alkoxy, 
Benzyloxy, C r C 12 -Alkylthio, wobei die Hydroxyl- und Aminogruppen unsubstituiert oder mit einer Schutzgrup- 
pe substituiert sind, Phenyl, Benzyl, Primaramino mit 1 bis 20 C-Atomen, Sekundaramino mit 2 bis 30 C-Ato- 
men, Ct-C^-Alkenyl oder C r C 12 -Alkinyl bedeuten, und die NH 2 -Gruppe in Formel 1Mb unsubstituiert oder mit 
C r C 6 -Alkyl, Benzoyl oder einer Schutzgruppe substituiert ist, sowie die Dihydroderivate der Reste der Formeln 
III, Ilia, 1Mb und lllc. Bevorzugt stellt R b8 in Formel III H, C^Ce-Alkyl oder -Hydroxyalkyl, C 2 -C 6 -Alkenyl oder- 
Alkinyl, F, CI, Br, NH 2 , Benzoylamino, Mono- oder Di-C^Cs-alkylamino dar. Bevorzugt stellt R b8 in Formel 1Mb 
und lllc H, C r C 6 -Alkyl oder -Alkoxy oder -Hydroxyalkyl, C 2 -C 6 -Alkenyl oder -Alkinyl, F, CI, Br, NH 2 , 
Benzoylamino, Mono- oder Di-Ci-Ce-alkylamino dar. 

R b6 steht bevorzugt fur H oder Methyl. R b8 in Formel III bedeutet bevorzugt H, F, CI, Br, NH 2 , NHCH 3 , 
N(CH 3 ) 2 , C r C 4 -Alkyl, C 2 -C 4 -Alkenyl oder C 2 -C 4 -Alkin-1-yl. R b8 in Formel 1Mb und lllc stellt bevorzugt H, C r C 4 - 
Alkyl, besonders Methyl, C 2 -C 4 -Alkenyl, besonders Vinyl oder C 2 -C 4 -Alkin-1-yl, besonders 1-Propin-1-yl, oder 
NH 2 , NHCH 3 oder (CH 3 ) 2 N dar. 

Einige Beispiele fur Pyrimidinanaloge sind Uracil, Thymin, Cytosin, 5-Fluoruracil, 5-Chloruracil, 5-Brom- 
uracil, Dihydrouracil, 5- Methyl cytosin, 5-Propinthymin und 5-Propincytosin. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist ein Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel I, 
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(I) 



vr' 



\ 

R 2° '0-CH 2 -CH 2 -R 3 

worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander fur Wasserstoff Oder eine Schutzgruppe stehen; 
und B einen Purin- oder Pyrimidinrest oder ein Analoges davon bedeutet; und 
(a) R 3 OH bedeutet, 

das dadurch gekennzeichnet ist, dass man eine Verbindung der Formel IVa 



R 14 OH 2 C^ 

(IVa), 



"XT' 

\ 

R, 5 o N "oh 

worin R 14 und R 15 fur gleiche oder verschiedene Schutzgruppen stehen und B einen Purin- oder Pyrimi- 
dinrest oder ein Analoges davon bedeutet, wobei funktionelle Gruppen im Basenrest B durch Schutzgrup- 
pen geschutzt sind, in einem inerten Losungsmittel mit einer Verbindung der Formel A umsetzt 

X-CH2-COOR4 (A), 
worin R4 C^C^AIkyl und X CI, Br, I, Tosyl-O oder Mesyl-O bedeutet; 

und die Esterfunktion anschliessend mit NaBH 4 oder LiAIH 4 reduziert, wobei die entstehende OH-Gruppe 
vorubergehend mit einer Gruppe wie fur def iniert geschutzt werden kann; 
(b) R 3 F bedeutet, 

das dadurch gekennzeichnet ist, dass man eine Verbindung der Formel I, worin R 3 OH bedeutet, mit einer 
Verbindung der Formel B umsetzt 



N-SF 3 (b ); 




(c) R 3 -(CF 2 )n-CF 3 bedeutet, worin n fur eine Zahl von 0 bis 7 steht, 

das dadurch gekennzeichnet ist, dass man eine Verbindung der Formel IVa mit einer Verbindung der For- 
mel C, D oder E umsetzt 

CH=C-(CF 2 ) n -CF 3 (C) 
CH 2 =CH-(CF 2 ) n -CF 3 (D) 



CI CI 

H 

CI (CF 2 ) n CF 3 



und anschliessend die gegebenenfalls vorhandene Doppelbindung oderchlorierte Doppelbindung kataly- 
tisch zu CH 2 CH 2 (CF) n CF 3 reduziert; 
(d) R 3 OH, F oder -(CF 2 ) n -CF 3 bedeutet, 

das dadurch gekennzeichnet ist, dass man eine Verbindung der Formel IVb 




(IVb), 
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worin R 14 und R 15 die oben erwahnte Bedeutung haben und A fur eine Abgangsgruppe, bevorzugt Alkoxy, 
Acyloxy, Mesyl-O, Tosyl-0 und besonders bevorzugt OCH 3 , OCOCH 3 und Benzoyloxy steht, nach einem 
der in (a) bis (c) beschriebenen Verfahren an der 2'-OH Gruppe substituiert und dann in an sich bekannter 
Weise den Basenrest B durch Substitution einf uhrt [E. Lukevics, A. Zablocka, Nucleoside Synthesis, Ellis 
5 Horwood, New York (1991)]; und gegebenenfalls die Schutzgruppen R 14 und R 15 abspaltet. 

Die Verbindungen der Formeln IVa und IVb, A, B, C, D und E sind bekannt, teilweise kauflich oder nach 

bekannten beziehungsweise analogen Verfahren herstellbar. 

Inerte Losungsmittel sind zum Beispiel Kohlenwasserstoffe, Halogenkohlenwasserstoffe, alkylierte Car- 

bonsaureamide und Lactame, Ether, Nitrile wie Acetonitril, Dialkylsulfone oder -sulfoxide oder cyclische 
10 Sulfone und Sulfoxide. 

Die Reaktionstemperaturen bei den Verfahrensstufen (a) bis (d) liegen zwischen -50 bis 200°C, bevorzugt 

zwischen 0 bis 90°C. 

Die Umsetzungen werden ausser mit B vorteilhaft in Gegenwart von Basen durchgefuhrt, zum Beispiel 
Alkalimetallhydriden, -alkoholaten, -hydroxiden, -carbonaten, Trialkylaminen oder Diazabicycloundecen. 

15 Die Isolierung der Verbindungen der Formel I und deren Reinigung erfolgt nach an sich bekannten Ver- 

fahren wie zum Beispiel Fallung oder Kristallisation und Filtration und chromatographischen Methoden. 

Aus den Verbindungen der Formel I konnen Oligonukleotide a ufgebaut werden, die auf Grund ihrer Wech- 
selwirkung mit Nukleinsauren wertvolle biologische Aktivitaten aufweisen, und als pharmazeutische Wirkstoffe 
oder als Diagnostika verwendet werden konnen. 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der Verbindungen der Formel I zur Herstellung 

von Oligonukleotiden, die gleiche oder verschiedene Monomereinheiten von Verbindungen der Formel I ent- 
halten, jedoch mindestens eine Monomereinheit von Verbindungen der Formel I in Kombination mit Monomer- 
einheiten von anderen naturlichen oder synthetischen Nukleosiden, wobei die Oligonukleotide 2 bis 200 Mo- 
nomereinheiten enthalten. Bevorzugt enthalten die Oligonukleotide 2 bis 100, besonders bevorzugt 2 bis 50, 

25 und insbesondere bevorzugt4 bis 30 Monomereinheiten. Bevorzugt sind Oligonukleotide, die gleiche oder ver- 
schiedene Monomereinheiten von Verbindungen der Formel I enthalten. Bevorzugt sind ferner 
Oligonukleotide, die zusatzlich Monomerein heiten von synthetischen oder naturlichen Nukleosiden enthalten, 
die sich von D-Ribose oder 2-Desoxyribose ableiten. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Oligonukleotide der Formel V 

30 5'-U-(0-Y-0-V-) x O-Y-0-W-3' (V), 

worin x eine Zahl von 0 bis 200 und Y eine Nukleotid-Bruckengruppe bedeuten, U, V und Wje fur sich gleiche 
oder verschiedene Reste von naturlichen oder synthetischen Nukleosiden darstellen und mindestens einerder 
Reste U, V und/oder W einen Rest der Formel VI 



40 



35 -H,C^ ,0^ 

(VI) 



O-CH2-CH2-R3 



bedeutet, und B und R 3 die fur die Verbindungen der Formel langegebenen Bedeutungen haben einschliesslich 
der Bevorzugungen und Beispiele. 

Eine bevorzugte Bruckengruppe Y ist die in naturlichen Oligonukleotiden vorkommende Gruppe -P(0)0 9 -. 

45 Beispiele fur weitere Bruckengruppen sind P(O)S 0 -, -P(S)S e -, -P(0)R 16 -, P(0)NR 17 R 18 , oder-CH 2 -, worin R 16 
H oder C^Cg-Alkyl darstellt und R 17 und R 18 unabhangig voneinanderdie Bedeutung von R 16 haben. In Formel 
V steht x bevorzugt fur eine Zahl von 0 bis 100, besonders bevorzugt fur eine Zahl von 1 bis 50 und insbeson- 
dere bevorzugt fur eine Zahl von 3 bis 29. Die Reste der Formel VI konnen endstandig oder in der Nukleotid- 
sequenz gebunden sein, wobei alle oder mehrere, zum Beispiel 2 bis 5 Reste der Formel VI aufeinanderfolgen 

50 konnen, oder die Reste der Formel VI konnen zwischen Resten von naturlichen oder synthetischen 
Nukleosiden gebunden sein, oderes konnen Mischformen dieser Verteilungen in der Nukleotidsequenz vor- 
liegen. 

Eine ganz besonders bevorzugte Ausfuhrungsform sind Oligonukleotide der Formel V, worin x eine Zahl 
von 2 bis 50, bevorzugt 2 bis 30 darstellt, Y fur die Gruppe -P(0)O e - steht, U, V und Wje fur sich gleiche oder 
55 verschiedene Reste eines naturlichen Nukleosids bedeuten und mindestens einer der Reste U, Voder W der 
Formel VI entspricht. Als naturliche Nukleoside kommen Adenosin, Cytidin, Guanosin, Uridin, 2-Aminoadenin, 
5-Methylcytosin, 2'-Desoxyadenosin, 2'-Desoxycytidin, 2'-Desoxyguanosin und Thymidin in Frage. Als natur- 
liche Nukleosidbasen sind besonders Aden in, Cytosin, Guanin, Thymin und Uracil zu nennen. Die Reste der 
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Formel VI konnen endstandig oder in der Nukleotidsequenz gebunden sein, wobei alle oder mehrere, zum Bei- 
spiel 2 bis 5 gleiche oderverschiedene Reste der Formel VI aufeinanderfolgen konnen, oder gleiche oder ver- 
schiedene Reste der Formel VI zwischen Resten von naturlichen Nukleosiden gebunden sind, oder Mischfor- 
men dieser Verteilungen in der Nukleotidsequenz vorliegen. In eineranderen bevorzugten Ausfuhrungsform 

5 von Oligonukleotiden der Formel V entsprechen samtliche Reste U, V und W gleichen oder verschiedenen 
Resten der Formel VI. Bevorzugt stellt x eine Zahl von 3 bis 29 dar und bevorzugt sind insgesamt 1 bis 12 
Reste der Formel VI enthalten. 

Die Herstellung der erf indungsgemassen Oligonukleotide kann in an sich bekannter Weise nach verschie- 
denen Verfahren in gegebenenfalls automatisierten und zusammen mit Verfahrensvorschriften kauflichen 

10 DNA-Synthesizem erfolgen. Im Falle der Bruckengruppe -P(0)O e - kann zum Beispiel das Phosphortriester- 
verfahren, das P h osph it triester verfahren oder das H-Phosphonatverfahren angewendet werden, die dem 
Fachmann gelaufig sind. Beim Phosphittriesterverfahren kann man zum Beispiel so vorgehen, dass man die 
Nukleoside der Formel I, worin R^ und R 2 je H bedeuten, miteinem Schutzgruppenreagenz, zum Beispiel 4,4'- 
Dimethoxytriphenylmethyl-chlorid zu einem Nukleosid der Formel F umsetzt 



15 



30 



35 



DMT-0-H 2 C^ 

(F), 



20 HO % 



O-CH2-CH2-R3 



und die Verbindung der Formel F mit Hilfe eines "linkers", zum Beispiel Bernsteinsaureanhydrid, an ein festes 
Tragermaterial bindet, zum Beispiel an Controlled Pore Glass (CPG), das langkettige Alkylaminogruppen ent- 
25 halt. In einem separaten Verfahren wird die Hydroxylgruppe der Verbindung der Formel F derivatisiert, zum 
Beispiel zu einem Phosphoramidit unter Verwendung von R'OP[N(i-Propyl) 2 )] 2 zu einer Verbindung der Formel 
G 



DMTOH 2 C^ ^B 

(G) 



<i-C 3 H 7 ) 2 N-P<)R' VcH 2 -CH 2 -R 3 



wobei R' zum Beispiel p-Cyanoethyl darstellt. 

Nach dem Abspalten derSchutzgruppe wie zum Beispiel derDMT-Gruppe des an den Tragergebundenen 
Materials koppelt man unter Abspaltung von -N(i-C 3 H 7 ) 2 mit der Verbindung der Formel F, blockiert eventuell 
vorhandene freie Hydroxylgruppen (capping) und oxidiert dann das gebildete Phosphit zum Phosphat. Nach 

40 dem Entschutzen des Dimeren wiederholt man den Reaktionszyklus mit einer Verbindung der Formel G, bis 
man ein Oligomer mit der gewunschten Anzahl an Monomereinheiten synthetisiert hat, und lost das Produkt 
vom Tragermaterial ab. Auf diese Weise erhalt man Oligonukleotide, in denen samtliche Reste U, V und W 
gemass Formel V aus Resten der Formel VI bestehen. Auf diese Weise sind auch Oligonukleotide mit belie- 
bigen Monomereinheiten in beliebiger Sequenz herstellbar, je nach Verwendung synthetischer, naturlicherund 

45 erfindungsgemasser Nukleosidbausteine in den einzelnen Reaktionszyklen. 

Die erf indungsgemassen Verbindungen der Formel I, worin R^ und R 2 je H bedeuten, weisen antivirale 
und antiproliferative Eigenschaften auf und konnen demgemass als Arzneimittel Verwendung f inden. Die er- 
f indungsgemassen Oligonukleotide weisen zudem eine hohe Stabilitat gegenuber einem Abbau durch Nuklea- 
sen auf. Besonders uberraschend ist ihre ausgezeichnete Paarung mit komplementaren Nukleinsaurestran- 

50 gen, vorallem vom RNA-Typ. Zusatzlich zeigen sie eine unerwartet hohe zellulare Aufnahme. Die erf indungs- 
gemassen Oligonukleotide eignen sich daher besonders fur die Antisense-Technologie, das heisst zur Inhibi- 
tion der Expression unerwunschter Protein produkte durch die Bindung an geeignete komplementare Nukleo- 
tidsequenzen von mRNA (EP 266,099, WO 87/07300 und WO 89/08146). Sie konnen zur Behandlung von In- 
fektionen und Krankheiten zum Beispiel durch die Blockierung der Expression von bioaktiven Proteinen auf 

55 der Stufe der Nukleinsauren (zum Beispiel Onkogene) eingesetzt werden. Die erfindungsgemassen 
Oligonukleotide eignen sich auch als Diagnostika und konnen als Gensonden zum Nachweis von viralen In- 
fektionen odergenetisch bedingten Krankheiten durch selektive Interaktion auf der Stufe von einzel- oder dop- 
pelstrangigen Nukleinsauren verwendet werden ("gene probes"). Im besonderen - bedingt durch die erhohte 
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Stabilitatgegenuber Nukleasen - isteine diagnostische Anwendung nicht nur in vitro sondern auch in vivo (zum 
Beispiel Gewebeproben, Blutplasma und Blutserum) moglich. Solche Verwendungsmoglichkeiten sind zum 
Beispiel in derWO 91/06556 beschrieben. 

Ein weitererGegenstand derErfindung betrifftdie Verwendung dererfindungsgemassen Oligonukleotide 
5 als Diagnostika zum Nachweis von viralen Infektionen oder genetisch bedingten Krankheiten. 

Ein anderer Gegenstand der Erf indung betrifft auch die erf indungsgemassen Nukleoside der Formeln I 
sowie die Oligonukleotide der Formel V zur Anwendung in einem therapeutischen Verfahren zur Behandlung 
von Krankheiten bei Warmblutern einschliesslich des Menschen durch Inaktivierung von Nukleotidsequenzen 
im Korper. Die Dosierung bei Verabreichung an Warmbluter von etwa 70 kg Korpergewicht kann zum Beispiel 
10 0,01 bis 1000 mg pro Tag betragen. Die Verabreichung erfolgt vorzugsweise in Form pharmazeutischer Pra- 
parate parenteral, zum Beispiel intravenos oder intraperitoneal. 

Ein weitererGegenstand der Erf indung betrifft ein pharmazeutisches Praparat, enthaltend einewirksame 
Menge eines Nukleosids der Formeln I odereines Oligonukleotids der Formeln V alleine oderzusammen mit 
anderen Wirkstoffen, ein pharmazeutisches Tragermaterial vorzugsweise in einer signifikanten Menge und 
15 gegebenenfalls Hilfsstoffe. 

Man kann die pharmakologisch wirksamen erfindungsgemassen Nukleoside und Oligonukleotide in Form 
von parenteral vera breich bare n Praparaten oder von Infusionslosungen verwenden. Solche Losungen sind 
vorzugsweise isotonische wassrige Losungen oder Suspensionen, wobei diese zum Beispiel bei lyophilisierten 
Praparaten, welche die Wirksubstanz allein oderzusammen mit einem Tragermaterial, zum Beispiel Mannit, 
20 enthalten, vor Gebrauch hergestellt werden konnen. Die pharmazeutischen Praparate konnen sterilisiert sein 
und/oder Hilfsstoffe, zum Beispiel Konservier- Stabilisier-, Netz- und/oder Emulgiermittel, Loslichkeitsvermitt- 
ler, Salze zur Regulierung des osmotischen Drucks und/oder Puffer enthalten. Die pharmazeutischen Prapa- 
rate, die gewunschtenfalls weitere pharmakologisch wirksame Stoffe wie zum Beispiel Antibiotka enthalten 
konnen, werden in an sich bekannter Weise, zum Beispiel mittels konventioneller Losungs- oder Lyophilisie- 
25 rungsverfahren, hergestellt, und enthalten etwa 0,1 % bis 90 %, insbesondere von etwa 0,5 % bis etwa 30 %, 
zum Beispiel 1 % bis 5 % Aktivstoff(e). 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erf indung. Den 1 H-NMR-Spektren liegtdie Nummerierung der 
Kohlenstoffatome in den folgenden cyclischen Kohlenstoffgerusten zu Grunde: 
Ausgangsverbindungen: 



30 



35 



55 



3 2 



Nukleoside (Beispiele): 



40 5' g 

^V^f ^ una V-TM 5 

^— N 
2 1 



r r Y /** una y 2 ' 

« \ / \==/ 3N />6 

3 . 2> 



50 Verwendete Abkiirzungen im Text und in den Formeln: 



DMF 


Dimethylformamid 


CIBnCI 2 


2,4-Dichlorbenzylchlorid 


Bn 


Benzyl 


Ac 


Acetyl 




Phenyl 


BSA 


N , N- B ist ri met hyl si ly lacetam id 


DBU 


Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en 


BOM-CI 


Benzyloxymethylchlorid 



10 



EP 0 679 657 A2 



DMTCI 4,4'-Dimethoxytritylchlorid 
THF Tetrahydrofuran 

A) Herstellung von Nukleosid-Analogen 

5 

Beispiel A1 : 

Zu einer Vorlage von 13,5 g NaH in 130 ml DMF werden bei 60°C 28,0 g 1-Methylribose zugetropft. Nach 
Ende der H 2 -Entwicklung werden 1 1 0,0 g CI Bn Cl 2 zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird 1 6 Stunden bei 25°C 
10 weitergeruhrt. Um noch vorhandenes NaH zu zerstoren tropft man vorsichtig Methanol zu und giesst das Re- 
aktionsgemisch dann auf Eis/Wasser. Der klumpige Niederschlag wird abfiltriert und mit Acetonitril gut nach- 
gewaschen. Man erhalt die Verbindung (A1). 



15 



20 



35 



40 



55 



CI 2 BnOH 2 C v ^OCH 3 

(Al). 



CI 2 BnO* ^oBnCI 2 



1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): Das H-C(l)-Proton erscheint bei 5,0 ppm als Singulett. MS: 638 (M + ) 
Beispiel A2: 

25 65,9 g des in Beispiel A1 hergestellten Produktes werden in 600 ml Methylenchlorid gelost und auf 0°C 

gekuhlt. Dann tropft man 121 ml SnCI 4 in 800 ml Methylenchlorid zu und lasst bei 3°Cstehen. Nach 26 Stunden 
werden nochmals 2 ml SnCI 4 zugegeben. Nach total 35 Stunden wird die Reaktionslosung vorsichtig auf 700 
ml einer gesattigten NaHC0 3 -L6sung gegossen. Nach Verdunnung mit 400 ml Methylenchlorid wird der Sn- 
haltige Niederschlag abfiltriert. Die organische Phase des Filtrats wird mit MgS0 4 getrocknet und zur Verbin- 

30 dung (A2) eingedampft. 



ClaBnOHgC^A^ xvX OCH 3 
CI 2 Bn(/ \ H 



(A2). 



1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): Das H-C(1)-Proton erscheint bei 4,90 ppm als Doublett mit J=5 Hz. 
Beispiel A3: 



125,9 g des in Beispiel A2 erhaltenen Produktes werden in 1 I Pyridin gelost. Bei 20°C werden 25,5 g Ace- 
tanhydrid und 1 g 4-Dimethylaminopyridin zugegeben. Anschliessend wird 17 Stunden geruhrt. Das Reakti- 
45 onsgemisch wird in 1 I Wasser aufgenommen, mit konzentrierter Salzsaure angesauert und mit Essigsaure- 
ethylesterextrahiert. Der Extrakt wird mitMgS0 4 getrocknet und eingedampft. Schliesslich wird der Ruckstand 
mit Hexan zur Kristallisation gebracht. Man erhalt die Verbindung (A3). 



50 CI 2 BnOH 2 C v O ^ v OCH 3 

(A3). 



CI 2 BnO *oAc 

1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 5,15 [d, J=4,5 Hz, H-C(1)]; 3,50 (s, OCH 3 ); 2,17 (s, OCOCH 3 ); 
MS: 522 (M + ) 

[a] N a(D}=87,4±1,0°, CHCI3 (0,998%) 
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Beispiel A4: 

24 g Thymin werden in 100 ml 1 ,2-Dichlorethan aufgeschlammt. Nach Zugabe von 116,4 g BSAwird unter 
Ruckfluss erhitzt bis eine klare Losung entsteht. Danach wird auf 50°C abgekuhlt und es werden 50 g des in 
5 Beispiel A3 hergestellten Produktes sowie 27,5 g Trifluormethansulfonsauretrimethylsilylester zugegeben. Es 
wird wahrend 20 Stunden bei 70°C geruhrt und anschliessend auf 300 ml NaHC0 3 - Losung gegossen und fil- 
triert. Nach Extraktion mit Dichlorethan wird mit MgS0 4 getrocknet und eingedampft. Schliesslich wird der 
Ruckstand mit Methanol zur Kristallisation gebracht. Man erhalt die Verbindung (A4). 

10 

O 



15 



20 




(A4). 



1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 8,25 (s, NH); 6,10 [d, J=4,5 Hz, H-C(1')]; 2,13 (s,OCOCH 3 ); 1,66 (s,CH 3 ) 
MS: 616 (M + ) 

25 

Beispiel A5: 

85 g des in Beispiel A4 hergestellten Produktes werden in 850 ml Acetonitril suspend iert. Es werden bei 
Raumtemperatur 24,2 g DBU und 24,9 g BOM-CI zugetropft. Nach 20 Stunden Ruhren wird das Reaktions- 
30 gemisch auf Wasser gegossen und mit Essigsaureethylesterextrahiert. Der Extrakt wird mit MgS0 4 getrocknet 
und eingedampft. Man erhalt die Verbindung (A5). 



35 



40 



CI 2 BnOH 2 C 



CI 2 BnO v 




45 



(A5). 



OAc 



1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 6,05 [d, J=4,5 Hz, H-C(1')]; 5,5 (AB, CH 2 ); 5,37 [dd, H-C(2')]; 2,13 (s, OCOCH 3 ); 
1,55(s, CH 3 ) 
MS: 736 (M + ) 



so Beispiel A6: 



106 g des in Beispiel A5 hergestellten Produktes werden in 1 I THF suspendiert. Es werden 26 g einer 30 
%igen NaOCH 3 /CH 3 OH-L6sung zugetropft. Nach 2,5 Stunden Ruhren wird die Reaktionslosung auf Wasser 
gegossen, mit gesattigter wassriger Kochsalzlosung versetzt und mit Essigsaureethylester extrahiert. Nach 
55 Trocknung mit MgS0 4 wird der Extrakt eingedampft. Man erhalt die Verbindung (A6). 
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10 




CI 2 BnO 



(A6). 



1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 5,93 [d, J=5 Hz, H-C(1')]; 5,5 (AB, CH 2 ); 3,03 (d, J=6,5 Hz, OH); 1,72 (s, CH 3 ) 
15 MS:694(M + ) 

Beispiel A7: 



79,4 g des in Beispiel A6 erhaltenen Produktes werden in 800 ml THF gelost. Nach Zugabe von 3,3 g NaH 
20 wird kurz aufgekocht und anschliessend werden bei 40°C 21 g Bromessigsauremethylester zugetropft. Das 
Reaktionsgemisch wird insgesamt 27 Stunden bei 60°C geruhrt, wobei nach 1 6 Stunden und nach 20 Stunden 
je 1 g NaH und 2 ml Bromessigsauremethylester zugegeben werden. Schliesslich wird das Reaktionsgemisch 
auf Wassergegossen und mit Ess igsaureethyl ester extra hiert. Der Ext rakt wird mitMgS0 4 getrocknetund ein- 
gedampft. Dabei erhalt man die Verbindung (A7). 

25 



30 



35 



CI 2 BnOH 2 C 



CI 2 BnO 




(A7). 



1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 7,70 [s, H-C(6)]; 5,92 [s, H-C(1')]; 5,48 (AB, CH 2 ); 3,75 (s, OCH 3 ); 1,58 (s, CH 3 ). 
40 MS: 766 (M + ). 

Beispiel A8: 

37 g des gemass Beispiel A7 gewonnenen Produktes werden in 400 ml THF gelost. Man gibt bei 20°C por- 
45 tionsweise 1,5 g LiBH 4 zu und ruhrt 1 Stunde lang. Danach giesst man das Reaktionsgemisch vorsichtig auf 
500 ml Wasser und neutralisiert mit 32 ml 2 N wassriger Salzsaure. Nach Extraktion mit Essigsaureethylester 
und Eindampfen erhalt man die Verbindung (A8). 



50 



55 
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10 




(A8). 



CI 2 BnO x * *' 0 



15 1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 7,65 [s, H-C(6)]; 5,96 [s, H-C(1')]; 5,50 (AB, CH 2 ); 2,57 (breites s, OH); 1,60 (s, 
CH 3 ). 

MS: 738 (M + ). 



20 



25 



Beispiel A9: 

20,0 g des in Beispiel A8 hergestellten Produktes werden in 200 ml THF gelost und uber 2 g Pd/C (5%) 
bei 25°C und unter Normaldruck 4,5 Stunden hydriert (H 2 -Aufnahme 1 02 %). Nach Filtration und Eindampfen 
des Filtrats wird der Ruckstand in 1 70 ml Methanol gelost und mit einer 30%igen NaOCH3/CH 3 OH-L6sung auf 
einen pH-Wert von 11 eingestellt. Nach 24 Stunden giesst man auf 250 ml Wasser, sauert mit 2 N wassriger 
Salzsaure an und extrahiert mit Essigsaureethylester. Der Extrakt wird mit MgS0 4 getrocknet und einge- 
dampft. Man erhalt die Verbindung (A9). 



30 



35 



CI 2 BnOH 2 C 



CI 2 BnO 



40 




<A9). 



1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 9,24 (s, NH); 7,90 [s, H-C(6)]; 5,99 [s, H-C(1')]; 2,68 (t, OH); 1,60 (s, CH 3 ). 
MS:618(M + ). 

45 Beispiel A10: 



50 



4,2 g des in Beispiel A9 hergestellten Produktes werden in 50 ml Pyridin gelost und nach Zugabe von 2,4 
g Acetanhydrid wird 19 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Die Losung wird auf 100 ml 2 N HCI gegossen 
und mit Essigsaureethylester extrahiert. Der Extrakt wird mit 2 N HCI und Wasser gewaschen, uber MgS0 4 
getrocknet und eingedampft. Man erhalt die Verbindung (A10). 



55 
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10 




(A10). 



15 1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 9,28 (s, NH); 7,67 [s, H-C(6)]; 5,95 [s, H-C(1')]; 2,00 (s, CH 3 ); 1,60 (s, CH 3 ). 
MS: 663 (M+H) + . 

Beispiel A11: 



20 



25 



30 



35 



4,2 g des in Beispiel A1 0 hergestellten Produktes werden in 50 ml Methanol in Gegenwart von 2,09 g was- 
serfreiem Natriumacetat uber 0,8 g Pd/C (5%) bei 35°C und unter Normaldruck hydriert. Nach 58 Stunden 
wird das Hydriergemisch f iltriert und eingedampft. Der Ruckstand wird zur Entfernung von Salzen uber eine 
kleine Fritte mit Kieselgel chromatographiert (Essigsaureethylester/Methanol 9:1). Man erhaltdie Verbindung 
(A11). 



HOH 2 C 




(All). 



40 1H-NMR (250 MHz, DMSO): 10,1 (s, NH); 7,61 [s, H-C(6)]; 5,64 [d, J=6 Hz, H-C(1')]; 1,70 (s, CH 3 ); 1,57. 
MS: 379 (M+CI)". 

Beispiel A12: 



45 



50 



2,27 g des in Beispiel A11 hergestellten Produktes werden zweimal in Pyridin aufgenommen und einge- 
dampft. Man nimmt erneut in 30 ml Pyridin auf und gibt 2,57 g DMTCI dazu. Nach 20 Stunden Ruhren bei Raum- 
temperatur wird das Reaktionsgemisch mit 250 ml Essigsaureethylester verdunnt und auf 50 ml Wasser ge- 
gossen. Die organische Phase wird mit MgS0 4 getrocknet und eingeengt. Den Ruckstand chromatographiert 
man uber Kieselgel (Toluol/Essigsaureethyles ter/Triethylamin 49:49:2). Man erhalt die Verbindung (A12). 



55 
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O 




(A12). 



15 1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 9,22 (s,NH); 7,70 [s, H-C(6)]; 5,94 [d, J=1,5 Hz, H-C(1')]; 3.78 (s, OCH 3 ); 2,19 (s, 
CH 3 ); 1,36 (s, CH 3 ). 
MS: 706 (M+NH 4 ) + . 



Beispiel A13: 

20 

2,70 g des in Beispiel A12 erhaltenen Produktes werden zu einer Vorlage aus 0,93 g 
Dusopropylammoniumtetrazolid, 1,51 g 2-Cyanoethyl-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit und 30 ml 
Methylenchlorid gegeben. Das Reaktionsgemisch wird 17 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und danach 
auf eine gesattigte wassrige NaHC0 3 -L6sung gegossen. Die organische Phase wird mit MgS0 4 getrocknet 
25 undeingedampft. Den Ruckstand chromatographiert man uber Kieselgel (Ethanol/Essigsaureethylester 1:1 mit 
2 % Zusatz von Triethylamin). Der erhaltenen Schaum wird in 1 ml Methyl-t-butylether gelost und bei 0°C in 
Pentan getropft. Man erhalt die Verbindung (A13) (Diastereoisomere, 1:1). 



30 



35 



40 




(A13). 



45 1H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 7,74 [s, H-C(6)] und 7,68 [s, H-C(6)]; 6,08 [d, J=4 Hz, H-C(1)]; 5,97 [d, J=4 Hz, H- 
C(1')]; 31P-NMR(CDCI 3 ): 150,174 und 150,038 MS: 847 (M+H) + 

Beispiel 14: 

so 20,6 g des in Beispiel A8 erhaltenen Produktes werden in 200 ml CH 2 CI 2 gelost. Bei 5°C werden 4,35 g 

Diethylamino-schwefeltrifluorid (DAST) zugetropft und das Reaktionsgemisch 3 Stunden bei 5°C geruhrt. Da- 
nach giesst man die Losungauf 300 ml gesattigte NaHC0 3 -L6sung und extrahiert mit CH 2 CI 2 . Der Extrakt wird 
uber MgS0 4 getrocknet und eingedampft. Der Ruckstand wird chromatographiert (Kieselgel, Toluol/Essigsau- 
reethylester 1:1). Man erhalt die Verbindung (A14). 

55 
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O 



CI 2 BnOH 2 C 



CI 2 BnO 




(A14). 



1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 7,68 [s, H-C(6)]; 5,92 [s, H-C(1')]; 5,50 [AB, CH 2 ] 1,58 (s, CH 3 ). 19 F-NMR (CDCI 3 ): 
-223,74 (t, CH 2 F). 
MS: 758 (M+NH 4 ) + . 



1 ,30 g des in Beispiel A14 erhaltenen Produktes werden in 26 ml THF gelost und uber 0,65 g Pd/C (5 %) 
bei 20°C und Normaldruck hydriert. Nach 0,5 Stunden wird der Katalysator abfiltriert und das Filtrat einge- 
dampft. Der Ruckstand wird in Methanol (15 ml) aufgenommen und mit NaOMe/MeOH-Losung auf pH 11 ein- 
gestellt. Nach 20 Stunden Ruhren wird auf 20 ml Wasser gegossen und mit Ess igsauremethy I ester extra hie rt. 
Nach dem Eindampfen erhalt man die Verbindung (A15). 



1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 8,99 (s, NH); 7,61 [s, H-C(6)]; 5,88 [d, J=1,5Hz, H-C(1')]; 1,52 [s, CH 3 ]. 
MS: 621 (M+H) + . 

Beispiel A16: 

Analog den Arbeitsvorschriften (A11), (A12) und (A13) wird die Verbindung (A15) in das Phosphoramidit 
(A16) (Diastereoisomere, 1:1) uberfuhrt. 



Beispiel A15: 



O 




(A15). 
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10 



15 



DMTOH 2 C 




(CH 2 ) 2 CH3 



(A16) 



20 



1 H-NMR (250 MHz, cDCI 3 ): 7,75 [s, H-C(6)] und 7,68 [s, H-C(6)]; 6,06 [d,J=4 Hz, H-C(1 ')] und 6,00 [d, J= 4 Hz, 

H-c(r)]. 

31 P-NMR (CDCI 3 ): 150,107. 



25 



Beispiel A17 : 

20,0 g der Verbindung (A6) werden in 200 ml THF gelost und mit 0,83 g NaH (100 %) bis zur Beendigung 
der H 2 -Entwicklung auf 60°C gehalten. Nach dem Abkuhlen wird zu dieser Losung im Autoklaven 48,0 g Tri- 
fluorpropin aufgepresst und auf 50°C erwarmt. Nach 48 Stunden wird das Reaktionsgemisch zur Halfte auf- 
konzentriert, dann auf Wasser gegossen und mit Essigsaureethylester extrahiert. Der Extrakt wird getrocknet 
(MgS0 4 ) und eingedampft. Der Ruckstand wird uber Kieselgel chromatographier (n-Hexan/Essigester 4:1). 
Man erhaltdie Verbindung (A17). 



30 



35 



40 



CI 2 BnOH 2 C 



CI 2 BnO 




(A17) 



45 1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 7,72 [s, H-C(6)]; 6,80 (d, J=8Hz, CH=C); 5,82 [s, H-C(1')]; 5,48 (AB, CH 2 ); 4,85 
(m, CH=C);1,58(s, CH 3 ). 
MS:789 (M+H) + . 



Beispiel A18: 

10,0 g der Verbindung (A17) werden in 200 ml THF gelost und uber 2 g Pd/C bei Raumtemperatur und 
Normaldruck hydriert. Nach 1 Stunde wird der Katalysator abf iltriert und das Filtrat eingedampft. Der Ruck- 
stand wird analog dem Beispiel A1 5 mit NaOMe nachbehandelt und chromatographiert (Kieselgel; n-Hexan/Es- 
sigsaureethylester2:1). Man er halt die Verbindung (A18). 
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O 



CI 2 BnOH 2 C .0 




3 



(A18) 



1 H-NMR (CDCI 3 ): 9,00 (s, NH); 7,66 [s, H-C(6)]; 5,93 [d, J=1,5 Hz, H-C(1')]; 1,61 (s, CH 3 ). 
19F-NMR(CDCI 3 ): -65,23. 
MS: 705 (M+CI)-. 

Beispiel A19: 

8,9 g derVerbindung (A6) werden in 90 ml THF geldstund mit0,34 g NaH (100 %) kurz aufgekocht. Nach 
dem Abklingen der H 2 -Entwicklung werden bei 20°C 5,1 g 1,1,2-Trichlor-3,3,3-trifluorpropen zugetropft und 
anschliessend 5 Stunden bei 55°C geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird auf Wasser gegossen und mit Essig- 
saureethylester extra hiert. Nach dem Eindampfen wird chromatographiert (Kieselgel, Toluol/Essigsaureethyl- 
ester 4:1). Man erhalt die Verbindung (A19) als cis/trans(etwa 1 :1)-Gemisch. 



1 H-NMR (CDCI3): 7,63 und 7,60 [je s, je H-C(6)]; 5,91 und 5,87 [je s,je H-C(1')]; 1,61 und 1,57 (je s, je CH 3 ). 
MS: 891 (M+CI)-. 



Wird die Verbindung (A18) oder (A19) analog den obigen Beispielen entschutzt und in das Phosphoramidit 
uberfuhrt, so erhalt man die Verbindung (A20) (Diastereoisomere 1:1). 



O 




(A19) 



CI 



Beispiel A20: 
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10 



5 



(CH 2 ) 2 CH 3 I 




(A20) 



15 



(CH 2 )2CH 3 



1 H-NMR (CDCI 3 ): 8,6 (breites s, NH); 7,74 und 7,69 [je s, je H-C(6)]; 5,97 und 5,94 [je d, J=4 Hz, je H-C(1')]. 
31 P-NMR(CDCI 3 ): 150,287 und 150,035 ppm. 

20 

Beispiel B: 

Herstellung von Oligonukleotiden 

Oligonukleotide werden unterVerwendung dererfindungsgemassen dimethoxytritylierten und 3'-aktivier- 

25 ten [3'-(P-Cyanoethoxy-di(i-propylamino)phosphoramidit)l Nukleoside bzw. solchen naturlichen aktivierten 
Nukleosiden an einen festen Tragergebunden (Controlled Pore Glas, CPG) und die Synthese auf einem DNA- 
Synthesiser (Applied Biosystems, Modell 380 B, Standard Phosphoramiditchemie und lodoxidation) gemass 
den Standardprotokollen des Herstellers durchgefuhrt [vergleiche auch "Oligonucleotide synthesis a practical 
approach" M.J Gait; IRL Press 1984 (Oxford-Washington DC)]. Nach der Kopplung des letzten 

30 Nukleosidbausteins wird das 5'-geschutzte Oligonukleotid unter gleichzeitiger Abspaltung aller ubrigen 
Schutzgruppen durch Behandlung mit konzentriertem wassrigem Ammoniak uber Nacht vom Trager abgelost 
und anschliessend unterVerwendung von 50 mM Ammoniumacetatpuffer (pH 7)/Acetonitril durch "reverse- 
phase" HPLC gereinigt. Anschliessend wird die 5'-Dimethoxytrityl-Schutzgruppe durch 20-minutige Behand- 
lung mit 80 %-iger wassriger Essigsaure abgespalten, das Oligonukleotid mit Ethanol ausgefallt und durch 

35 Zentrifugation isoliert. Die Reinheitdes Oligonukleotids wird durch Gelelektrophorese (Polyacrylamid), seine 
Identitat mittels matrixunterstutzter Laserdesorptions-Time-of-f light Massenspektroskopie (MALDI-TOF MS) 
uberpruft. 



Affinitat; Wechselwirkung der Oligonukleotide (Antisense) mit komplementaren Oligoribonukleotidsequenzen 
(Sense) 

Die Wechselwirkung der Oligonukleotide mit den entsprechenden basenkomplementaren Oligomeren der 
naturlichen Ribonukleotide wird durch das Aufzeichnen von UV-Schmelzkurven und den daraus ermittelten 
45 T m -Werten charakterisiert. Diese Standardmethode ist zum Beispiel von Marky, L.A., Breslauer, K.J., Biopo- 
lymers 26:1601-1620 (1987) beschrieben. 

Es wird eine Losung der Oligonukleotide und der entsprechenden basenkomplementaren naturlichen 
Oligoribonukleotide in 10 mM Phosphatpuffer, 100 mM NaCI, 0,1 mM EDTA, pH = 7,0 (c = 4-10^ M/Oligonu- 
kleotid) hergestellt und die Anderung der Extinktion bei 260 nm in Abhangigkeit von der Temperatur (15 bis 
50 95°C) aufgezeichnet Aus den erhaltenen Schmelzkurven wird der T m -Wert ermittelt (Tabelle 3). 



Beispiel C1 : 



40 



55 
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Tabelle 3: AffinitSt 

(a) TTTTtCTCTCTCTCT (vs. RNA) 




X Tm(°C) 4Tm(°C) 



H 




51,8 
53,1 

53,5 

53,0 

53,0 



0 

+ 1,3 
+ 1,7 
+ 1,2 
+ 1,2 
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(b) tCCAGGtGtCCGCAtC (vs. RNA) 




(c) GCGttttttttttGCG (vs. RNA) 




X Tm(°C) 4Tm(°C)/mod. 



H 




50,2 
62,4 

61,9 

58,1 



0 

+ 1,2 
+ 1,2 
+ 0,8 



Beispiel D2: 

Spezifitat; Wechselwirkung des Oligonukleotids mit basenkomplementaren Oligoribonukleotiden, in welche 
ein falsches Nukleosid (Y) eingebaut wurde 

Man stellt Losungen des Oligonukleotids mit den entsprechenden basenkomplementaren 
Oligonukleotiden der Sequenzen r(GGA CCG GAAYGG TAC GAG) in 10 mM Phosphatpuffer, 100 mM NaCI, 
0,1 mM EDTA, pH 7, (c = 4-1 0-« M/Oligonukleotid) her und misst die Anderung der Extinktion bei 260 nm in 
Abhangigkeit von derTemperatur(15°C bis 95°C). Aus den Kurven wird der T m - Wert ermittelt. Die Ergebnisse 
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sind in der Tabelle 4 angegeben. 
Tabelle 4: Spezifitat 

sense: 3*-GAG CAU GGY AAG GCC AGG-5* (RNA) 

anti: 5'-CTC GTA CCt TTC CGG TCC-3' (DNA) 

Tm(°C) rcsp. ATm 




Y=A 


63,3 


65,0 


69,4 


Y=C 


54,5 


55,5 


55,8 




(- 8,9) 


(- 9,5) 


(- 8,6) 


Y=G 


61,6 


59,7 


60,5 




(- 1.7 


(- 5,3) 


(- 4,0) 


Y=U 


55,8 


56,2 


56,8 




(-7,5) 


(- 8,8) 


(- 7,7) 


Y=none 


59,4 


56,1 


57,4 




(- 3,9) 


(- 8,9) 


(- 7,0) 



Beispiel C3: 

Nucleasestabilitat; Enzymatische Hydrolyse verschiedener Oligonukleotide der Sequenz d(TCC AGG TGT 
CCG ttt C) 

Je 14 p.g dessynthetischen Oligonukleotids beziehungsweise desentsprechenden naturlichen Oligomers 
werden in 200 jaI 10%-igem Hitze-inaktivierten Serum aus Kalbsfoten bei 37°C inkubiert (c = 70 ug/ml). Nach 
0,5; 1; 2; 4; 6, 24 und 48 Stunden werden jeweils 15 jaI der Reaktionslosung durch Zugabe zu 25 ijlI 9 M Harn- 
stoff und Trisborat- Puffer (pH 7) gequencht und bis zur Messung bei -20°C gelagert. Die gequenchten Reak- 
tionslosungen werden mittels Polyacrylamid-Gelelektophorese aufgetrennt und die Spaltprodukte uber den 
Phosphorgehalt bestimmt (Phospho-imagers-Methode). Das Verhaltnis R der Summe der Konzentrationen 
des vollig intakten Oligonukleotids (CpW) und des durch Abspaltung des naturlichen C-Bausteins vom 3'-Ende 
entstehenden Fragments (c n _ ^) zu einer gegebenen Zeit t zur Ausgangskonzentration des vollig intakten 
Oligonukleotids zum Zeitpunkt t = 0 (c n <°>) R = (c n ® + c n . iW)/c n < 0 ) wird gegen die Zeit graphisch aufgetragen. 
Die dabei ermittelten Halbwertszeiten t 1/2 - das sind jene Zeiten, fur die R=0,5 - betragen 
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XX 

furt= J ^ c x ^°^/ 
\j 



NH 



N 



Ti/2 = 1,7 h, 



I 




fiirt= ' n2 




^1/2= 40 h 



xi/2=10h. 



Patentanspr Liche 

1 . Verbindungen der Formel I 



R-jOH^C 



TV 



R 2 0 



0"CH2"OH2~R3 



(D 



worin und R 2 unabhangig voneinander fur Wasserstoff Oder eine Schutzgruppe stehen Oder diese 
Bedeutungen hat und R 2 fur einen eine phosphorhaltige Nukleotid-Briickengruppe bildenden Rest steht; 
B einen Purin- oder Pyrimidinrest oder ein Analoges davon bedeutet; und R 3 fur OH, F oder (CF 2 ) n CF 3 

24 



EP 0 679 657 A2 

stent, worin n eine Zahl von 0 bis 7 bedeutet. 

Verb indun gen gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass R^ und R 2 je fur Wasserstoff stehen. 

Verbindungen gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass R^ und R 2 gleiche Schutzgruppen be- 
deuten. 

Verbindungen gemass Anspruch 1, worin Bals Purinrestodereinem Analogen davon einen Restder For- 
mel II, Ma, Mb, lie, lid, lie Oder I If darstellt, 




(Ha), 



(no, 



(He), 



worin R b1 fur H, CI, Br, OH oder-0-C 1 -C 12 -Alkyl steht, und R b2 , Rb3 und R b5 unabhangig voneinander H, 
OH, SH, NH 2 , NHNH 2 , NHOH, NHO-C r C 12 -Alkyl, -N=CH-N(C 1 -C 12 -Alkyl) 2 , -N=CH-Azacycloalkyl, F, CI, 
Br, Cj-C^-Alkyl, Hydroxy-^ -C 12 -alkyl, Amino-C r C 12 -alkyl, C^C^-Alkoxy, Benzyloxy, C^C^-Alkylthio, 
wobeidie Hydroxyl- und Aminogruppen unsubstituiertodermiteinerSchutzgruppesubstituiertsind, Phe- 
nyl, Benzyl, Primaramino mit 1 bis 20 C-Atomen oder Sekundaramino mit 2 bis 30 C-Atomen bedeuten, 
Rb4 Wasserstoff, CN oder -C=C-R b7 sowie R b6 und R b7 Wasserstoff oder C 1 -C 4 -Alkyl darstellen. 

Verbindungen gemass Anspruch 4, worin die Schutzgruppe fur Hydroxyl- und Aminogruppen C r C 8 -Acyl 
darstellt. 

Verbindungen gemass Anspruch 4, worin das Primaramino 1 bis 12 C-Atome und das Sekundaramino 2 
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bis 12 C-Atome enthalt. 

Verbindungen gemass Anspruch 4, worin es sich bei dem Primaramino und Sekundaramino um Reste 
der Formel R a iRa2N handelt, worin R a1 fur H steht oder unabhangig die Bedeutung von R a2 hat, und R a2 
C r C 20 -Alkyl, -Aminoalkyl, -Hydroxyalkyl; Carboxyalkyl oder Carbalkoxyalkyl, wobei die 
Carbalkoxygruppe 2 bis 8 C-Atome enthalt und die Alkylgruppe 1 bis 6, bevorzugt 1 bis 4 C-Atome; C 2 - 
C 20 -Alkenyl; Phenyl, Mono- oder Di-(C 1 -C 4 -Alkyl- oder Alkoxy) phenyl, Benzyl, Mono- oderDi-(C 1 -C 4 -Alkyl- 
oder-Alkoxy)benzyl; oder 1 ,2-, 1 ,3- oder 1 ,4-lmidazolyl-Ci-Ce-Alkyl darstellt, oder R a1 und Ra 2 zusammen 
Tetra- oder Pentamethylen, 3-Oxa-1,5-pentylen, -CH 2 -NR a3 -CH 2 CH 2 - oder-CH 2 CH 2 -NR a3 -CH 2 CH 2 - dar- 
stellen, worin R a3 fur H oderC^C^AIkyl steht, wobei die Aminogruppe im Aminoalkyl unsubstituiert oder 
mitein oderzwei C r C 4 -Alkyl oder -Hydroxyalkylgrup pen substituiert ist, und die Hydroxylgruppe im Hy- 
droxyalkyl gegebenenfalls mit C 1 -C 4 -Alkyl verethert ist. 

Verbindungen gemass Anspruch 6, worin es sich bei dem Primaramino und Sekundaramino um Methyl-, Ethyl-, 
Dimethyl-, Diethyl-, Allyl-, Mono- oder Di-( hydroxy eth-2-yl)-, Phenyl- und Benzyl-, Acetyl-, Isobutyryl und 
Benzoylamino handelt. 

Verbindungen gemass Anspruch 4, worin R b1 in den Formeln II, lib, lie, lid und lie fur Wasserstoff steht. 

Verbindungen gemass Anspruch 4, worin R b5 in Formel lid fur Wasserstoff steht. 

Verbindungen gemass Anspruch 4, worin R b2 und R b3 in den Formeln II, Ma, lib, lie, lid und llf unabhangig 
voneinander H, F, CI, Br, OH, SH, NH 2 , NHOH, NHNH 2 , Methylamino, Dimethylamino, Benzoylamino, 
Methoxy, Ethoxy und Methylthio darstellen. 

Verbindungen gemass Anspruch 4, worin B ein Purinrestoder ein Resteines Purinanalogen aus der Reihe 
Adenin, N-Methyladenin, N-Benzoyladenin, 2-Methylthioadenin, 2-Aminoadenin, 6-Hydroxypurin, 2- 
Amino-6-chlorpurin, 2-Amino-6-methylthiopurin, Guanin und N-lsobutyrylguanin ist. 

Verbindungen gemass Anspruch 1, worin B in Formel I als Pyrimidinrest einen Uracil-, Thymin- oder 
Cytosinrest der Formel III, Ilia, 1Mb oder IMc darstellt, 



worin R b6 H oder C r C 4 -Alkyl und R b8 H, OH, SH, NH 2 , NHNH 2 , NHOH, NHO-C r C 12 -Alkyl, -N=CH-N(C r 
C 12 -Alkyl) 2 , -N=CH-Azacycloalkyl, F, CI, Br, C 1 -C 12 -Alkyl, Hydroxy-^ -C 12 -alkyl, Amino-C r C 12 -alkyl, C r 
C 12 -Alkoxy, Benzyloxy, C r C 12 -Alkylthio, wobei die Hydroxyl- und Aminogruppen unsubstituiert oder mit 
einer Schutzgruppe substituiert sind, Phenyl, Benzyl, Primaramino mit 1 bis 20 C-Atomen, 
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Sekundaramino mit 2 bis 30 C-Atomen, C r C 12 -Alkenyl Oder C r C 12 -Alkinyl bedeuten, und die NH 2 -Gruppe 
in Formel 1Mb unsubstituiert Oder mit CVCe-Alkyl, Benzoyl Oder einer Schutzgruppe substituiert ist, sowie 
die Dihydroderivate der Reste der Formel n III, Ilia, 1Mb und I lie. 

14. Verbindungen gemass Anspruch 13, worin R b8 H, CVCe-Alkyl oder -Hydroxyalkyl, C 2 -C 6 -Alkenyl oder 
-Alkinyl, F, CI, Br, NH 2 , Benzoylamino, Mono- oder Di-CVCe-alkylamino darstellt. 

1 5. Verbindungen gemass Anspruch 1 3, worin R b8 H, C^Ce-Alky! oder -Alkoxy oder -Hydroxyalkyl, C 2 -C 6 Al- 
kenyl oder Alkinyl, F, CI, Br, NH 2l Benzoylamino, Mono- oder Di-C r C 6 -alkylamino darstellt. 

16. Verbindungen gemass Anspruch 14, worin R b8 H, F, CI, Br, NH 2 , NHCH 3 , N(CH 3 ) 2 , C r C 4 -Alkyl, C 2 -C 4 -AI- 
kenyl-(1) oder C 2 -C 4 -Alkinyl-(1) bedeutet. 

17. Verbindungen gemass Anspruch 15, worin R b8 H, C 1 -C 4 -Alkyl, C 2 -C 4 -Alkenyl-(1), C 2 -C 4 -Alkinyl-(1), NH 2 , 
NHCH 3 oder(CH 3 ) 2 N bedeutet. 

18. Verbindungen gemass Anspruch 1, worin B als Rest eines Pyrimidinanalogen sich von Uracil, Thymin, 
Cytosin, 5-Fluoruracil, 5-Chloruracil, 5-Bromuracil, Dihydrouracil, 5-Methylcytosin, 5-Propinthymin und 5- 
Propincytosin ableitet. 

19. Verbindungen gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass R 2 als phosphorhaltiger eine Nukleo- 
tid-Bruckengruppe bildender Rest der Formel P1 oder P2 




entspricht, worin Y a Wasserstoff, C^C^-Alkyl, C 6 -C 12 -Aryl, C 7 -C 20 -Aralkyl, C 7 -C 20 -Alkaryl, -ORb, SR b , 
-NH 2 , Primaramino, Sekundaramino, O e M® oder S e M e darstellt; X a Sauerstoff oder Schwefel bedeutet; 
R a Wasserstoff, C^C^-Alky!, C 2 -C 12 -Alkenyl, C 6 -C 12 -Aryl, oder die Gruppe R a O- fur N-Heteroaryl-N-yl 
mit 5 Ringgliedern und 1 bis 3 N-Atomen steht; Rb Wasserstoff, C r C 12 -Alkyl oder C 6 -C 12 -Aryl bedeutet; 
und M e fur Na e , K e , Li e , NH 4 e steht oder Primar-, Sekundar-, Tertiar- oder Quatenarammonium darstellt; 
wobei Alkyl, Aryl, Aralkyl und Alkaryl in Y a , R a und R b unsubstituiert oder mit Alkoxy, Alkylthio, Halogen, 
-CN, -N0 2 , Phenyl, Nitrophenyl, oder Halogenphenyl substituiert ist. 

20. Verbindungen gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass R a p-Cyanoethyl bedeutet, und Y a 
Di(i-propyl)amino darstellt. 

21. Verbindung gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass R 3 OH bedeutet. 

22. Verbindungen gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass R 3 F bedeutet. 

23. Verbindungen gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass R 3 (CF 2 ) n CF 3 und n eine Zahl von 0 
bis 7 bedeutet. 

24. Verbindungen gemass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass n die Zahl 0 bedeutet. 

25. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel I, 
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R,OH2C y°y B 

R 2° *0-CH 2 -CH 2 -R 3 

worin Ri und R 2 unabhangig voneinanderfiir Wasserstoff oder eine Schutzgruppe stehen; 
B einen Purin- oder Pyrimidinrest oder ein Analoges davon bedeutet; und 
(a) R 3 OH bedeutet, 

dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der Formel IVa 



RmOH^O B 

) ( OVa), 



worin R 14 und R 15 fur gleiche oder verschiedene Schutzgruppen stehen und B einen Purin- oder Pyri- 
midinrest oder ein Analoges davon bedeutet, wobei funktionelle Gruppen im BasenrestBdurch Schutz- 
gruppen geschutztsind, in einem inerten Losungsmittel miteiner Verbindung der Formel Aumsetzt 

X-CH2-COOR4 (A), 
worin R4 CrC^AIkyl und X CI, Br, I, Tosyl-O oder Mesyl-O bedeutet; 

und die Esterfunktion anschliessend mit NaBH 4 oder LiAIH 4 reduziert, wobei die entstehende OH- 
Gruppe vorubergehend mit einer Gruppe wie fur def iniert geschutzt werden kann; 
(b) R 3 F bedeutet, 

dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der Formel I, worin R 3 OH bedeutet, mit einer Ver- 
bindung der Formel B umsetzt 



N ~SF 3 ( B ); 




(c) R 3 -(CF 2 ) n -CF 3 bedeutet, worin n fur eine Zahl von 0 bis 7 steht, 

dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der Formel IVa mit einer Verbindung der Formel 
C, D oder E umsetzt 

CH=C-(CF 2 ) n -CF 3 (C) 
CH 2 =CH-(CF 2 ) n -CF 3 (D) 



CI CI 




(E) 



CI (CF 2 ) n CF 3 



und anschliessend die gegebenenfalls vorhandene Doppelbindung oderchlorierte Doppelbindung ka- 
talytisch zu CH 2 CH 2 (CF) n CF 3 reduziert; 

(d) R 3 OH, F oder -(CF 2 ) n -CF 3 bedeutet, worin n fur eine Zahl von 0 bis 7 steht, 
dadurch gekennzeichnet, dass man eine Verbindung der Formel IVb 




(IVb), 
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10 



30 



35 



40 



worin R 14 und R 15 die oben erwahnte Bedeutung haben und A fur eine Abgangsgruppe steht, nach ei- 
nem der in (a) bis (c) beschriebenen Verfahren an der 2'-OH Gruppe substituiert und den Basenrest 
B durch Substitution einfuhrt; und gegebenenfalls die Schutzgruppen R 14 und R 15 abspaltet. 

26. Verwendung der Verbindungen gemass Anspruch 1 zur Herstellung von Oligonukleotiden, die gleiche 
oder verschiedene Monomereinheiten von Verbindungen der Formeln I oderdie mindestens eine Mono- 
mereinheit von Verbindungen der Formeln I in Kombination mit Monomereinheiten von anderen naturli- 
chen oder synthetischen Nukleosiden enthalten, wobei die Oligonukleotide aus 2 bis 200 Monomerein- 
heiten bestehen. 



27. Verwendung gemass Anspruch 26 zur Herstellung von Oligonukleotiden mit 2 bis 1 00 Monomereinheiten. 

28. Verwendung gemass Anspruch 27 zur Herstellung von Oligonukleotiden mit 2 bis 50 Monomereinheiten. 

15 29. Verwendung gemass Anspruch 28 zur Herstellung von Oligonukleotiden mit 4 bis 30 Monomereinheiten. 

30. Verwendung gemass Anspruch 26 zur Herstellung von Oligonukleotiden mit gleichen oder verschiedenen 
Monomereinheiten von Verbindungen der Formeln I. 

20 31. Verwendung gemass Anspruch 26 zur Herstellung von Oligonukleotiden mit gleichen Monomereinheiten 
von Verbindungen der Formeln I und Monomereinheiten von naturlichen oder synthetischen Nukleosiden. 

32. Oligonukleotide der Formel V 

5'-U-(0-Y-0-V-) x O-Y-0-W-3' (V), 
25 worin x eine Zahl von 0 bis 200 und Y eine Nukleotid-Bruckengruppe bedeuten; U, V und W je fur sich 

gleiche oder verschiedene Reste von naturlichen oder synthetischen Nukleosiden darstellen und minde- 
stens einer der Reste U, V und/oder W einen Rest der Formel VI bedeutet 



-H 2 C^ 

(VI) 



'XT 



0-CH2"CH2*R3 

worin B einen Purin- oder Pyrimidinrestoderein Analoges davon darstellt; und R 3 furOH, Foder(CF 2 ) n CF 3 
steht, worin n eine Zahl von 0 bis 7 bedeutet. 

33. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass n die Zahl 0 bedeutet. 

34. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der Bruckengruppe Y 
urn -P(0)O e -, -P(O)S 0 -, -P(S)S 0 -, -P(0)R 16 -, -P(0)NR 17 R 18 -, oder-CH 2 - handelt, worin R 16 H oder C r 
C 6 -Alkyl darstellt, und R 17 und R 18 unabhangig voneinander die Bedeutung von R 16 haben. 

45 35. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass sich bei der Bruckengruppe Y urn 
-P(O)O 0 - handelt. 

36. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass x fur eine Zahl von 0 bis 100 steht. 
so 37. Oligonukleotide gemass Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass x fur eine Zahl von 1 bis 50 steht. 

38. Oligonukleotide gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass x fur eine Zahl von 3 bis 29 steht. 

39. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass die Reste der Formel VI endstandig 
55 und/oder in der Nukleotidsequenz gebunden sind. 

40. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass die Reste der Formel VI zwischen 
Resten von naturlichen oder synthetischen Nukleosiden gebunden sind. 
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41. Oligonukleotide gemass den Anspruchen 39 und 40, dadurch gekennzeichnet, dass 2 bis 5 gleiche Oder 
verschiedene Reste der Formel VI aufeinander folgen. 

42. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass insgesamt 4 bis 30 
Nukleosideinheiten und 1 bis 12 Reste der Formel VI enthalten sind. 

43. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, worin B als Purinrest oder einem Analogen davon einen Rest der 
Formeln II, lla, Mb, lie, lid, lie oder llf darstellt, 




(Ha), 



(He), 



(He), 



worin R b1 fur H, CI, Br, OH oder-0-C 1 -C 12 -Alkyl steht, und R b2 , Rb3 und R b5 unabhangig voneinander H, 
OH, SH, NH 2 , NHNH 2 , NHOH, NHO-C r C 12 -Alkyl, -N=CH-N(C 1 -C 12 -Alkyl) 2 , -N=CH-N-Cycloalkyl, F, CI, Br, 
C r C 12 -Alkyl, Hydroxy-C 1 -C 12 -alkyl, Amino-C r C 12 -alkyl, C r C 12 -Alkoxy, Benzyloxy, CrC^-Alkylthio, wo- 
bei die Hydroxyl- und Aminogruppen unsubstituiert oder mit einer Schutzgruppe substituiert sind, Phenyl, 
Benzyl, Primaramino mit 1 bis 20 C-Atomen oder Sekundaramino mit 2 bis 30 C-Atomen bedeuten, R M 
Wasserstoff, CN oder -C=C-R b7 , R b6 und R b7 Wasserstoff oder C r C4-Alkyl darstellen. 

44. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, worin B einen Uracil-, Thymin- oder Cytosinrest der Formel III, Ilia, 
1Mb oder II lo darstellt, 
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10 



15 




(ma) 





(mb), vr n (mc) 



20 



worin R b6 H Oder C r C 4 -Alkyl und R b8 H, OH, SH, NH 2 , NHNH 2 , NHOH, NHO-C r C 12 -Alkyl, -N=CH-N(C r 
C 12 -Alkyl) 2 , -N=CH-N-Cycloalkyl, F, CI, Br, C r C 12 -Alkyl f Hydroxy-CrC^alkyl, Amino-CpC^-alkyl, Cp 
25 C 12 -Alkoxy, Benzyloxy, C^C^-Alkylthio, wobei die Hydroxyl- und Aminogruppen unsubstituiert oder mit 

einer Schutzgruppe substituiert sind, Phenyl, Benzyl, Primaramino mit 1 bis 20 C-Atomen, 
Sekundaramino mit 2 bis 30 C-Atomen, C r C 12 -Alkenyl oder C r C 12 -Alkinyl bedeuten, und die NH 2 -Gruppe 
in Formel 1Mb unsubstituiert oder mit C r Ce-Alkyl, Benzoyl oder einer Schutzgruppe substituiert ist, sowie 
die Dihydroderivate der Reste der Formeln III, Ilia, 1Mb und lllc. 

30 

45. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, worin R 3 OH bedeutet. 

46. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, worin R 3 F bedeutet. 

35 47. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, worin R 3 (CF 2 ) n CF 3 bedeutet. 

48. Oligonukleotide gemass Anspruch 32, worin n eine Zahl von 0 bis 3 bedeutet. 

49. Oligonukleotide gemass Anspruch 48, worin n 0 bedeutet. 

40 

50. Verwendung der Oligonukleotide der Formel Vals Diagnostikazum Nachweis von viralen Infektionen oder 
genetisch bedingten Krankheiten. 

51. Oligonukleotide der Formel V zur Anwendung in einem therapeutischen Verfahren zur Behandlung von 
45 Krankheiten bei Warmblutern einschliesslich des Menschen durch Wechselwirkung mit Nukleotidsequen- 

zen im Korper. 

52. Pharmazeutisches Praparat, enthaltend eine wirksame Menge eines Nukleosids der Formeln I oder eines 
Oligonukleotids der Formel Valleine oder zusammen mitanderen Wirkstoffen, ein pharmazeutisches Tra- 

50 germaterial und gegebenenfalls Hilfsstoffe. 
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